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摘要： 杂种优势利用是显著提高作物产量的有效途径之一，其中不育系的创制与利用，对作物杂交种的选育及生产起着

至关重要的作用。基于细胞核雄性不育基因的作物杂交育种技术与传统杂交育种技术相比，具有制种安全、组合自由、杂交种

育性稳定等优点，已在玉米、水稻等作物中广泛应用，这为大豆杂种优势利用提供了新思路。前期在大豆中图位克隆了1个编

码R2R3-MYB转录因子的细胞核雄性不育基因MS6，本研究在此基础上，利用CRISPR/Cas9基因编辑技术，设计两个基因编

辑靶点，在大豆品种Williams82中对MS6基因进行敲除；进一步通过对转基因后代植株的表型观察、花粉及育性鉴定、基因敲

除位点分析，验证MS6基因调控大豆花粉形成及雄性育性的功能，最终获得稳定遗传的大豆ms6核不育新种质。这为进一步

建立基于MS6基因的大豆第3代杂交育种技术系统，实现强优势杂交种的高效创制，提供了理论和技术参考。
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Abstract：Heterosis utilization is one of the effective ways to significantly increase crop yield， in which the 

creation and utilization of sterile lines plays a vital role in the breeding and production of crop hybrids. In contrast 

to the traditional hybrid breeding technology， the third generation crop hybrid breeding technology based on the 

nuclear male sterility gene has layers of advantages such as safety on seed production， flexibility on bi-parental 

combinations， and stability on hybrid fertility. This technology has been widely used in maize， rice and other 

crops， and provides a possibility in future use of soybean heterosis. We previously mapped by positional cloning 

approach a nucleic male sterility gene MS6 that encodes an R2R3-MYB transcription factor in soybean. In this 

study， we deployed CRISPR/Cas9 gene editing technology to design two gene editing targets to knock out the 

MS6 gene in soybean variety Williams82. The transgenic plants carrying edited MS6 alleles were subjected for 
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phenotype observation， pollen and fertility identification， thus approving the function of this gene in regulating 

soybean pollen formation and male fertility. A new ms6 germplasm showing stable male sterility was obtained in 

soybean. This provides theoretical and technical support for further establishing the third generation soybean 

hybrid breeding technology system based on MS6 gene and realizing the efficient creation of strong heterosis 

hybrids.

Key words： soybean；nuclear male sterility；sterile gene；gene editing；hybrid breeding

杂种优势是指遗传基础有差异的亲本杂交生

成的杂合子在生长势、生物量、抗逆性和适应性等

方面优于亲本的现象［1］。与传统育种相比，种植杂

交种显著提高了水稻、玉米和油菜等作物的产量，

可达15%~50%［2］。大豆（Glycine max （L.） Merr.）是

我国重要的粮、油和饲用作物，同样存在较强的杂

种优势。1993年，孙寰等［3］育成了世界上第一个大

豆细胞质雄性不育系，1995年实现“三系”配套。基

于“三系法”于 2002年在吉林省审定了第一个大豆

杂交种“杂交豆 1号”［4］。经过了 30多年的发展，目

前全国审定的大豆杂交种已达30余个［5］，但受限于

亲本种质资源利用范围狭窄、不育系转育周期长、

杂交种育性易受环境条件影响等瓶颈，尚未实现产

业化推广。

基于细胞核雄性不育基因的杂交育种技术，由

于拓宽了亲本的选择范围，且不受环境条件制约，

作为作物杂种优势利用的新途径，在玉米［6］和水

稻［7-8］等作物中已成功建立并实现育种应用，这为在

大豆上开展相关研究和应用提供了理论和技术支

撑。目前，在大豆中已克隆的细胞核雄性不育基因

有MS1、MS3和MS4。其中，MS1基因编码1个定位

于细胞核的驱动蛋白（Kinesin），在花药减数分裂末

期参与细胞板的形成；通过对CRISPR/Cas9基因敲

除材料的表型分析发现，突变体的花粉粒变大并呈

败育表型［9-11］。MS3 基因则编码 1 个 PHD-finger 蛋

白，利用CRISPR/Cas9基因编辑技术对MS3进行敲

除，T2代转基因阳性植株表现出完全不育特征；进一

步对不同纬度及短日照处理的ms3突变株的结荚表

型进行鉴定发现，在长日照条件下，ms3突变株育性

得到恢复，表明MS3可能是1个光敏核不育基因［12］。

MS4基因同样编码1个PHD-finger蛋白，其在花芽分

化阶段具有更高的表达量，可以互补拟南芥mmd1不

育突变体，使其形成正常可育的花粉和种子［13］。

前期通过构建高代回交群体、BSA 测序及

SSR分子标记分析，将大豆核不育基因MS6定位于

13号染色体的SSR标记BARCSOYSSR_13_0257和

BARCSOYSSR_13_0259 之间的 255 kb 区域内，通

过编码序列比对分析，推断Glyma.13G066600为大

豆 MS6 候选基因［14］。MS6 基因在大豆花药中高表

达，其编码 1 个 R2R3-MYB 转录因子，在 N 端的第

39~146位氨基酸残基之间分别包含1个R2-MYB和

R3-MYB保守结构域，该转录因子与拟南芥绒毡层

发育基因 AtTDF1 为同源基因；通过对 MS6 候选基

因的生化分析及在拟南芥attdf1突变体中的互补试

验验证，明确了Glyma.13G066600为大豆细胞核雄

性不育基因 MS6［15］。本研究将在此基础上，利用

CRISPR/Cas9 基因编辑技术在大豆中对 MS6 基因

进行敲除，通过对转基因后代植株的表型观察、

花粉育性鉴定及基因敲除位点分析，验证MS6基因

功能，并获得稳定遗传的大豆 ms6 核不育新种质

ms6cr-1和ms6cr-2，为进一步建立以MS6基因为核

心元件的大豆第 3代杂交育种技术系统，提供理论

和技术支撑。

1　材料与方法

1.1　试验材料与试剂

大豆材料 Williams 82、Nuclean Plant Genomic 

DNA Kit 试剂盒、pEASY-T1 Cloning Kit 试剂盒、

SanPrep柱式质粒DNA小量抽提试剂盒、大肠杆菌

DH5α、农 杆 菌 EHA101、Cas9 载 体 pYLCRISPR/

Cas9P35S-B、gRNA载体pYLsgRNA-AtU3b、pYLsgRNA-

AtU6-1、Bsa I、T4 DNA ligase、卡那霉素等由吉林省

农业科学院杂交大豆研究团队保存和提供。

1.2　CRISPR/Cas9-MS6载体构建

1.2.1 gRNA 靶位点的选择 利 用 在 线 软 件

MMEJ-KO（http：//skl.scau.edu.cn/mmejko/），进 行

靶位点的选择，筛选出两个打靶效率高的靶点，分

别位于MS6基因的第一和第二外显子，命名为ms-

T1 和 ms-T2。ms-T1 的 snRNA 启动子选用 AtU3b，

ms-T2 的 snRNA 启动子选用 AtU6-1。同时设计

启动子接头的两对引物，引物分别命名为MS6T1和

MS6T2（表1）。

1.2.2 sgRNA表达盒的构建及连接 参照Ma等［16］

和曾栋昌等［17］方法进行载体构建及连接。
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1.2.3 连接产物的转化 取上述连接产物转化

DH5α大肠杆菌感受态细胞，并制成甘油菌，将制好

的甘油菌命名为 CRISPR/Cas9-MS6，在-80 ℃冰箱

中保存备用。

1.3　转基因植株培养及鉴定

参照杨静等［18］所用的农杆菌介导的大豆子叶节

转化方法，进行大豆遗传转化及基因编辑材料培养。

对获得的转基因植株进行除草剂抗性筛选，配置浓

度为135 mg/L的草丁膦除草剂，涂抹叶片的一半并

使用记号笔进行标记，持续培养一周后，观察叶片变

化情况。筛选对草丁膦无影响的阳性植株，继续培

养，至T0代种子收获，并继续种植T0代种子。参照郭

凤兰等［19］方法对T0代及T1代植株进行花粉检测。

1.4　MS6基因编辑位点检测

选取T0代和T1代植株叶片，使用Nuclean Plant 

Genomic DNA Kit试剂盒提取基因组DNA，利用引

物MS6-1进行PCR扩增。扩增产物利用pEASY-T1 

Cloning Kit试剂盒进行亚克隆，在PCR产物与载体

连接后，将菌液涂在培养基上于37 ℃过夜培养。挑

出阳性菌落接种于液体培养基中，37 ℃振荡培养

12 h左右，收集菌液提取质粒，利用M13引物进行

鉴定，阳性质粒送至北京六合华大基因科技有限公

司进行测序。

2　结果与分析

2.1　大豆MS6基因编辑靶点设计及表达载体构建

MS6基因全长 1814 bp，cDNA全长 1125 bp，包

含 3个外显子和 2个内含子，在第一外显子 165 bp、

第二外显子418 bp处设计两个靶点，每个靶点23 bp，

靶点位置及gRNA序列如图1所示。通过 sgRNA表

达盒的构建及与 pYLCRISPR/Cas9表达载体连接，

成功构建了CRISPR/Cas9-MS6编辑载体。

表1　本研究所用引物序列

Table 1　Primer sequences in this study

引物名称

Primer name
MS6T1-F

MS6T1-R

MS6T2-F

MS6T2-R

MS6-1-F

MS6-1-R

U-F

gRNA-R

Pps-GGL

Pgs-GGR

Pgs-GG2-R

Pps-GG2-F

引物序列（5'-3'）

Primer sequence （5'-3'）
GTCACTTGCCTATGTAGCCAATCA

AAACTGATTGGCTACATAGGCAAG

ATTGATCTAATTATTAACCTTCA

AAACTGAAGGTTAATAATTAGAT

CTCAGTCCTTCTCTTGCATT

GCTTCCTATGGCTCCATGA

CTCCGTTTTACCTGTGGAATCG

CGGAGGAAAATTCCATCCAC

TTCAGAGGTCTCTCTCGACTAGTATGGAATCGGCAGCAAAGG

AGCGTGGGTCTCGACCGACGCGTATCCATCCACTCCAAGCTC

AGCGTGGGTCTCGTCAGGGTCCATCCACTCCAAGCTC

TTCAGAGGTCTCTCTGACACTGGAATCGGCAGCAAAGG

黑框表示下方图片在上方图片中的位置

The black box indicates the position of the lower picture in the upper picture

图1　MS6基因结构及靶点位置

Fig.1　Gene structure and target location of MS6
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2.2　T0转基因植株鉴定

利用农杆菌介导的子叶节遗传转化方法，将

MS6基因编辑载体转化至大豆材料Williams 82。T0

代植株叶片进行草丁膦涂抹，阳性植株与野生型植

株无明显差别，其他涂抹草丁膦的株系叶片出现泛

黄、萎蔫直至脱落。由此初步判断，对草丁膦无明

显反应植株CRISPR/Cas9-MS6编辑载体转入成功，

共获得 4 株独立的 T0代阳性转化株系。利用引物

MS6-1 对 T0代阳性植株进行 PCR 扩增及扩增产物

的测序分析发现，4株阳性材料的测序峰图均在两

个靶点内出现套峰，表明上述株系的编辑位点为杂

合型。另外，对上述材料进行花粉染色观察发现，

阳性植株均可检测到花粉粒，并可染成黑色或深褐

色，与野生型转化受体Williams 82一致，且成熟期

均可正常结实。

2.3　T1代ms6隐性纯合编辑株系筛选与鉴定

对4株T0代阳性株系后代开展进一步分析，每个

株系种植10株T1代植株，在盛花期取成熟花苞进行

花粉检测。通过观察发现，野生型及部分T1代单株花

药释放的花粉粒呈圆形，可被染成黑色或深褐色；而

每个株系中均有植株的花药在显微镜的视野中没有

观察到花粉粒存在，无法进行染色，这与前期用于基

因定位的ms6突变体花粉育性鉴定表型一致（图2）。

表明上述T0代杂合型株系均产生了有效的基因编

辑，T1代均分离出与ms6纯合隐性突变体一致的无

花粉型植株，其中花粉正常植株∶无花粉植株≈3∶1。

进一步对成熟期的野生型植株和 T1代不育突

变体植株进行农艺性状观察发现，突变体与野生型

相比，表现出非常明显的不育特征，其在植株高度

上略有增加，茎秆持绿，无法形成正常的豆荚；而野

生型则茎秆干枯，正常成熟结荚，二者植株表型对

比如图3所示。

2.4　MS6基因编辑位点检测

分别在4个T0代株行分离出的T1代无花粉型植

株中，各选取 3 株 T1代不育植株，提取叶片基因组

DNA，利用引物MS6-1进行 PCR扩增及产物测序。

测序结果通过 Vector NTI 8.0 软件进行分析。在

MS6 纯合编辑 T1代植株中分别检测到两种突变体

ms6cr-1、ms6cr-2，全部为片段缺失。其中检测到

ms6cr-1在靶点ms-T1位置发生了碱基A缺失，同时

在靶点 ms-T2 位置发生了碱基 T 缺失。ms6cr-2 在

靶点ms-T1位置发生了 5个碱基缺失，同时在靶点

ms-T2位置发生了碱基T缺失（图4）。其中，ms6cr-1

由于MS6编码区第183位碱基A缺失，导致第61位

后的编码氨基酸发生变化，并在第 85位终止翻译；

ms6cr-2由于MS6编码区第178~182位碱基GCCAA

缺失，导致第 60 位后的氨基酸发生变化，并在第

75 位终止翻译；上述两种在 ms-T1 靶点发生的编

辑，造成了MS6基因移码突变，在ms-T2靶点前，转

录就已提前终止（图5）。上述两种通过基因编辑创

造的不育突变体，均导致MS6基因编码的R2-MYB

结构域不完整及R3-MYB结构域缺失，导致R2R3-

MYB转录因子功能异常，无法正常参与花粉形成，

A：野生型植株；B：T1代无花粉型植株；C：用于基因定位的ms6突变体

A： Wild type plants； B： T1 pollen-free plants； C： ms6 mutant for gene mapping

图2　不同类型植株花粉检测结果

Fig.2　Pollen detection results of different types of plants

A：T1代不育突变体植株；B：野生型植株

A： T1 sterile mutant plants； B： Wild type plants

图3　T1代不育突变体植株与野生型植株成熟期

表型对比结果

Fig.3　Comparison of mature period phenotype between 

T1 sterile mutant and wild type plants
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最终导致不育表型。以上结果表明，本研究创制出

不同于前期作为基因定位亲本的MS6等位核不育

突变体，获得了ms6cr-1和ms6cr-2两个大豆核不育

新种质。

3　讨论

传统的获得不育系的方法主要依靠回交选育，

一般要经过5~6代左右的回交。虽然可以利用不育

基因突变位点开发分子标记进行有针对性的辅助

选育［20］，但转育周期仍然较长。而利用化学诱变、

物理诱变等方法，存在突变位点随机且不受到控

制，在第 1代获得的突变在后续杂交中容易丢失等

问题，需要耗费大量的人力物力去筛选，所以这两

种传统方法都有很大的局限性。随着现代生物学

技术的发展，CRISPR/Cas9基因编辑技术应运而生，

因其具有简便的操作程序、较高的编辑效率及较短

的获取周期等优点，被广泛应用于大豆重要性状改

良［21-22］和新种质创制［23-24］。在大豆不育基因鉴定和

不育突变体创制上，CRISPR/Cas9技术同样适用，如

Jiang等［9］、Nadeem等［10］和Fang等［11］分别利用CRISPR/

Cas9基因编辑技术鉴定了大豆核不育基因MS1，并

创制了 MS1 敲除不育突变体。Hou 等［12］图位克隆

-为ms6cr-1、ms6cr-2突变体的碱基敲除位点

- is the knockout site in the ms6cr-1、ms6cr-2 mutant

图4　T1代突变植株碱基突变位点

Fig.4　Base mutation sites of T1 generation mutant plants

黄色部分为R2-MYB结构域，绿色部分为R3-MYB结构域，ms6红色方框内为第76位氨基酸由亮氨酸（Leu）突变为组氨酸（His），

ms6cr-1红色方框内为第61位的氨基酸发生变化，ms6cr-2红色框方内为第60位的氨基酸发生变化

The yellow part is R2-MYB domain， the green part is R3-MYB domain， the 76th amino acid in the red box of ms6 changes from leucine （Leu） to 

histidine （His）， the 61st amino acid in the red box of ms6cr-1 changes， and the 60th amino acid in the red box of ms6cr-2 changes

图5　野生型和突变型蛋白序列对比结果

Fig.5　Comparison of wild type and mutant protein sequences
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了大豆核不育基因MS3，同样利用该技术对其进行

功能鉴定，并创制出光敏核不育突变体。由于MS6

基因的不育表型是由其纯合隐性基因控制，且不受

环境条件影响，遗传模式简单，因此，本研究同样借

助 CRISPR/Cas9 基因编辑技术，在大豆中实现了

MS6基因的功能验证，并快速创制出两种不同单倍

型的ms6隐性核不育材料。这种快速创制不育稳定

且败育彻底的新型核不育系，作为母本用于与任意

可育材料进行杂交组合配制，可极大缩短不育系的

选育周期和效率。

第 3代作物杂交育种系统的研发成功，不仅解

决了核不育系扩繁的问题，实现了利用核不育系进

行杂交种生产的可能性，同时也拓宽了亲本的选择

范围，且不受环境条件制约。这其中败育彻底且不

育稳定的不育系，对于该系统的有效应用至关重

要。大豆核不育基因 MS6 编码 1 个 R2R3-MYB 转

录因子，前期研究认为其R2区域76位（L76H）的组

氨酸残基取代亮氨酸引起的错义突变导致大豆雄

性不育［15］。在本研究中验证了MS6基因编码蛋白

被截短，同样可以导致其功能丧失，不产生花粉。

这与 ms1 突变体和 ms3 突变体后代可产生少量花

粉，甚至部分可被染色的表型不同［11-12］，ms6突变体

败育更为彻底，不会出现因环境影响导致不育突变

体部分恢复育性而产生自交荚的情况，这表明大豆

核不育基因 MS6 是用做第 3 代杂交育种系统的理

想功能元件。本研究不仅通过基因编辑技术验证

了MS6基因在大豆中调控育性的功能，同时创制出

不产生花粉、败育彻底的ms6核不育突变体，这为今

后创制智能多控保持系，建立基于MS6基因的大豆

第 3 代智能多控杂交育种系统提供了理论和技术

支撑。
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